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小鼠红白血病细胞被诱导向终末期定向分化的观察

I嗓子兴 吴伟林谢丈洁

(苏州医学院血液病研究室 )

小鼠病毒性红白血病细胞(Murine Eryth

roleuklmia CelL 以下简称 MEL 细胞) 在红系

祖细胞分化过程中相当于 CFU-e 阶段 [ 1 ] 。在体

外培养的条件下， MEL 细胞能被一些 化学物

质诱导而向终末期定向分化[ 2 1 ， 表现在逐渐丧

失无限增殖能力[町 ， 并合成和积累血红蛋白 [ 4j 。

这种定向分化是一项复杂的多步骤过程[ 5 ] 。 细

胞在诱导剂作用下先发生向终末期的定向 ， 然

后经过有限次数的分裂达到终末期 ， 这个过程

中存在着一定的动力学规律。 本文 对 MEL 细

胞在液体培养基中被诱导后的增殖和分化现象

和在半固体培养基上形成集薄的过程进行细致

的动态的观察和分析，来研究 MEL 细胞从定

向到表达出终末期表现型的规律。

材料与方法

1. 细胞 书!; : MEL 细 胞株 DS 19 由 美国纽约

Sloan-Kettering 癌症中 心 Marks 博士提供并引 入本

实验室。 该细胞株悬浮培养子含 1 0 %小牛血清和青、

链霉 素 各 100 单位/毫升的 α-MEM 培养 液 (美国

GIBCO 产品)中。细胞在 37 'C 、 含 5 %二氧化碳饱和

潮温空气的培养箱内培养， 每三 天由 2 X 1 06 细胞/毫

升稀释到 1 X 10 5 细胞/毫升定量传代。

2. MEL 细胞向终末期定 IÎ可分化的检测 : MEL 细

胞经与诱导剂环己亚甲萃，二乙目光胶 ( HMBA ， Marks 博

士赠与 )5 mM 共同培养特定时间后， 转移到不含有

HMBA 的盛有 1 毫升1. 8% 甲基纤 维素(Fisher 公司

产品 ， CPS 4000 )半固体培养恭的价养肌中 ， :(ï= J:.述 j~1

养箱中 37 'C下培养特定时间后 ， 以 0 . 2 %二盐酸联苯

胶和 3 %过氧化氢染色 5 分钟，在你l置显 微镜下观察

集落的大小平IJ联苯胶反应米确定"定向"细胞的百分

比。

3 . 细胞集落内细胞组成的分析 : 在倒 置显微镜

下， 用微!反管将巳染色的集洛脱出漓于玻璃j干上， 以

盖片压开集蓓， 在普通光学显微镜下观察和计数单个

集落叶1的细胞数。

实验 结 果

1 . HMBA 诱导 MEL 细胞向终末期分化

为了显示被 HMBA 诱导而向终末期定向

分化的细胞逐渐丧失了增殖能力 ， 1 . 0 X 105/毫

升的 DS 19 细胞在含有 5 mM HMBA 的 培养

液中培养 4 天后， 将增殖起来的细胞再稀释到

1.0 x 10ô /毫升， 分别在含有 HMBA 和不含有

HMBA 的新鲜培养液中进行第二轮培养。培养
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」第二轮一拦1/'{
, (3 ) 

-第-三轮-A

1 >< 10' 
1 2 34 5 6 

o 1 2 3 

时间(夭)

l--1 
4 
o 1 2 3 4 5 

回 1 日MBA 使 DS 19 I与终末期定向分化

而丧失地黯能力

(1)DS 1 9 单独培养

( 2 )稀释后 DS 19 单独培养

( 3 )稀释后与 HMBA 共同培养

一→稀释

B+细胞 ( %>1
100L 

OL 

GOL 

40L 

20L 

OLl 
3 

时间(天)

图 2 HMBA 锈导 DS 19 分化至联苯股反

应阳性的终末期细胞

。-一一ODS 19 单独培养
A一--/:).第二轮稀释后 DS 19 单独培养

.Â-Â第二轮稀释)p' OS 1 9 与 HMBA 共同培养

口一-口第三轮稀释后 DS 19 单独培养

圄一一-圃第三轮稀释后 OS 19 与 HMBA 共同培养
@一一.OS1 9 与 HMBA共同培养

4 天后的细胞如前法稀释手口处理再做第三轮培

养。对照组细胞也同样每 4 天稀释一次进行三

厂
/

6 

I x I0; 
8 

6 

2 

lxl0,L__1 , 
U 4 5 6 "{ 8 9 10 II 12 13 

F第二轮一--+←-第三轮一一一叶
时间{天}

固 3 HMBA 使 DS19 分化革联苯股反应
阳性的终末期细胞

.-一-.DS19 与 HMBA 共同培养
。一-oos 19 单独培养
一一一→稀释

轮培养。 在整个实验过程中的不同时间测定细

胞密度和联苯胶反应阳性细胞的百分比。 实验

结果如图 1 所示。 经过每次稀释后， 对照组

DS19 细胞都能在 4 天内 由 1. 0 X 10 5/毫升增

殖到 2 不 106/毫升以上， 三条生长曲线基本平

行。 这说明未经 HMBA 作用的细胞保持着恒

定的增殖能力 。 实验组细胞则不同 ， 第一轮培

养的第 4 天虽然也能达到近于 2 X 1 0 6/毫升，

但在第二轮培养中 ， 细胞密度经短暂增加后在

第 3 天即开始下降 ， 第 4 天时仅为 2-3 x 105
/ 

毫升; 第二轮培养中， 细胞密度即不再增加反

而下降。 这些现象表明 DS 19 细胞在 日MBA

作用下逐渐减低增殖能力， 最后完全丧失了增

殖能力而自行死亡。在同一实验 中 ， DS 19 细胞

在含有 HMBA 的培养液中培养 4 天后 ，联苯胶

反应阳性的终末期细胞达 60% ，随着第 2 轮和

第 3 轮稀释并继续在含 HMBA 的培 养 液中培
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芳 ， 终末期细胞的百分比不断上升， 最后几乎

达到 100 % (1.i1 2 )。 以上fJILiL点 i归 HMBA 能诱

导 MEL 细胞定向分化成终末期细，胞， 使之逐

渐丧失增殖能力

2. MEL 细胞中"定向 "和"未定向"两类细

胞的消长。

从阁 ] 和罔 3 可见， 将上 述 实验中在

含 HMBA I~~J培养液 中 培养过的细胞在第 2

轮和第 3 轮传代稀 :障时转移到不合 HMBA 的

新鲜培养基中 ， 细胞密度在开始 3 天内只有较

慢的增加或没有增加 ， 随后增长速度加快， 直

至达到与始终在不合 HMBA 的培养基中生长

的细胞相似的增长速度。同时， 呈联苯胶反应

阳性的终末期细胞百分比则急剧下降。上述实

验现象提示在受 HMBA 作用的 MEL细胞总体

巾形成了"定向"和"未定向"两类细胞。 在诱导

齐IJ持续作用下，"定向"细胞不断增加并不断达

到终末期，使总体巾终末期细胞比例不断增加，

细胞总数的增长遂逐渐停 止。 当 洗去 HMBA

时， "定向"细胞仍不断分化到达终末期并随之

死亡， "定向"群体不再扩大反而缩小，因此总

体中终末期细胞数达到高峰后便逐渐下降。 另

一方而，"未定向"细胞仍继 续增殖，数量增

加 ， 使细胞总数又趋囚升。由图 3 可见， 这两

类细胞的消 长交替发生在第 2 轮稀释后 72 小

时左右。从第 ，18 到 72 小时联苯胶反应阳性细

胞数联阵提示在第 2 轮稀释时已达到终末期的

细胞在 24一-36 小时后大批死亡，而在稀释时刚

定向的细胞在 72 到 96 小时后方达到终末期，

使]民苯j应反应阳性细胞在第 4 天出现回升。

3 . 细胞集市形成和生长的分析

我们在不同时间接种细胞， 川、特 定时间 内

观察集落形成和生长情况来吾细胞的增殖能

力。 DS 19 细胞在含有或不含有 HMBA 的培养

液中培养特定时间后 ， 接种于半固体培养基中

培养 48 小时 ，不经染色分别计数 30 个各种集

落的大小和集落敖。 因为两组集蓓形成的时间

相同，所以其大小只与细胞的增殖能力有关。

表 1 显示不含 HMBA 的培养液中的 DS 19 在

培养开始时接种形 成 的集藩内细胞平均数为

卡 - 6 ， 到 6 0 小 lI .j L2 ;fIJ' , H: ，18 小 H们人J )[; }ïx集

落内细胞平均数增加到 14一 1 5 ， 即在 48 小时

内， 未经 HMBA 作用的 DS 19 可 分裂 3 到 4

次。 在含 HMBA 的培养液中 ， DS 19 在实验开

始时形成集蓓内的细胞数平均为 5 ， 略少于前

者 ， 随着接种时间后移， 集落内细胞平均数逐

渐下降 ， 在 60 小时 接种形成集洛的细胞平均

数只有 2 到 3 个 ; 即在 HMBA 作用 60 小时后 ，

细胞的增殖能力大大下降， 细胞在接种后的 48

小时内平均只分裂一次。如果将此时垃下可见

的较多单个细胞 (这些细胞一次也没分裂〉也计

在集?在数内 ， 则这些细胞在半 ISI休培养基上平

均分裂还不到一次。

77 
习、

4 . 细胞增殖能力与 联 苯 胶反应性的关

细胞在联苯胶染色后 f111 死亡而停止增珉，

为了同时了解细胞增硝能力和联苯}j支反应性的

动态变化从而研究两者间的关系 ， 我们采取如

下方法= 将在不含 HMBA 的培养浪巾 培养 48

小时的细胞按相同浓度 5000 个细胞/毫升接种

于一组半固体培养基中， 同时 将在台 HMBA

的培养液中培养 48 小 时 的细胞同法接:中干另

一组半阳体培养基中。 因为每一组内的各个培

养皿 ~þl细胞 ，细胞浓度 、接种时间和培养条件都

相同， 所以一组内的各个半因体培养基忡本可

看成互为复制样本; 这样 ， 在不同时间对一组

内的一个样本进行染色检测 ， 即可认为是对同

一样本在不同时间进行染色检测的动态观察。

依此方注在按种后不同时间对这两组半阳体培

养基复制样本染色观察 ， 每个棺木 中计数 50

个集落。 结果表明(表 2 ) ，随若观察时间的推

移， 未定向细胞形成的联苯股反应阴性集落不

断增大 ， 72 小时后阴性集蓓内细 胞平均数为

20 左右， 最高可达 30 0; 而定向细胞形成的联

苯胶反应阳性集落内细胞平均数仅为 3 左右，

最大阳性集落也只有 8 个细胞。 对接示II HMBA

作用的细胞的半固体培养基复制样本染色观察

时， 在较早时间可见许多含 1 、 2 或 4 个细胞
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襄 1 从第落形成过程雹定向细胞丧失增殖能力

细胞接 I J~ "，丰 落 | 每个集落内的细胞数 | 平均细胞数/集落

tt l 养 气飞， 1-;三 !可- JZF川川川
" I 五7 1 | 1 2 | 丁~，.~订丁丁一「寸 川土1. 6 4
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丁11ih ! 16 I 1 I 2 1 丁 川士3.92

川-75品再一一丁-1叮 8 I 6 I 1丁一1--1 1--3· 
I 1 2 I 15 i 13 I 1 1 I 6 .7 3 士1. 23 
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表 2 从对集藩的动态观察看细胞增殖滔能与联苯股反应性的关系

卜\ 集 I [ 
观察时 间 击 落 | 每个集落内细胞数 i 平均细胞数/集落

数 I I 
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襄 3 混合集藩内细胞组成的观察

接利i后 | 混合集落 广......____~-- 目叫落数 : 每个混合集落中阴性 ! i 阳性/阴性
观察的 i i落内中(J----，一一一塑些~!H.哩 ~-I平均细胞数|
时 间 | 百分比(%) I 脚胶反应性 \\\| I l 2问 1 4 1 5 1 6 '>叫 | 

6 I 2 % I-~些ι一-h l」-上 LLLL二J
川 i 阴性细胞 2 ! ! : i ! ! ! 1 | 

8川 3 %川…--一 些些些 一一-一一一一-一一一一一一一一-一一-→… l」 iUJ 一Ji!(+i→
阴性细胞 !μ3 I I I I I I 2 二一一

0川 5 %川|一 阳山 一一十 I 3 i I l 巳!li f:LJ 1;17
! 阴性细胞 ! I I 1 I 1 l 1 2 i … 

丁丁工 |一」哩-二二!三口-F丁Jl-17iJJE二 I J;:一
- I 川 ! 阴性细胞 I I 3 i 1 ; I 3 I 8 .0 I --.-

的小集落， 它们的联苯胶反应尚非明显阳性， 阳性与阴性细胞比例平均为 1: 1. 7 ， 72 小时观

到较晚时间即可见所有这些小集落均呈联苯胶 察到 7 个混合型集落 ， 上述比例平均为 1: 3.3 0 

阳性反应，此外未见大的阴性集落， 这说明在 其中阳性细胞最高为 5 个 ， 而阴性细胞最多可

较早期所见的这些小集落不再增大， 且这些集

落内的细胞都达到了终末期。

5. 混合型集落的分析

在半固体培养基上形成的有联苯股反应阴

性的大集落、 阳性的小集落和混合型集落。 混

合型集?在由联苯胶反应阳性和阴性的细胞共同

组成， 其大小介于阴性大集落和阳性小集落之

间。在上述对 HMBA 作用的细胞形成的集落

复制样本染色观察中，除了观察各时间的阴性

和阳性集落的大小和细胞组成外，还计数了接

种后不同时间的混合型集湛的数 目 、 大小和细

胞组成。实验结果表明 ， 在接 种后的 12 小时

和 24 小时， 大部分 均为 1 、 2 个细胞组成的

阴性集落，基本未见混合型集落出现， 从接种后

36 小时开始，逐渐出现混合型集落， 随着观察

时间推迟， 混合型集落增加到一定程度后不再

增加 。 在接种后 72 小时观察，混合型集落达到

总集落数 7 -8%。我们在 36 小时和 48 小时

分别观察到 2 个和 3 个混合型集落， 集落内的

阴性和阳↑~j:细胞比例基本相等，如 1:1 ， 2:2 。 随

着观察时间推移， 阴性与阳性细胞比例逐渐增

大， 如在 6 0 小时观察到 5 个混合型集落，其中

达 20 个 。这些结果似乎提示在泪合型集落里含

有达到终末期的巳丧失增殖力的细胞，也有尚

未达到终末期 ， 还具有有限增殖能力的细胞。

讨论

目前认为肿瘤细胞的生民符合于细胞模

式[町， 即肿瘤细胞一方面具有自我复制的增殖

能力 ， 另一方面又能在某些机理控制下向终末

期发生不同程度的分化。研究控制肿瘤向终末

期定向分化的机理成为研究肿瘤发生的重要课

题之一。 MEL 细胞被 HMBA 诱导向终末期分

化这→现象为研究这一机理提供了很好的模型

系统。*实验工作表明运用这一模型可以在液

体悬浮培养的细胞群体中显示细胞丧失增殖能

力而变成终末细胞的情况。在半团体培养基土 ，

不但可以根据形成集落的大小来判断细胞的增

殖能力 ， 还能从联苯股反应性来检测集落内细

胞的分化情况。所以它比一般的半团体培养基

上集落形成的检测(女口 CFU-C 检测)更为优越。

通过对集落形成过程和!集落内细胞组成的仔细

观察，我们不仅J金沙Jil到细胞的终末期分化， 而

且检测到细胞的"定向"， 即细胞在某一事件发
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生的时刻虽然还没有表达出终末期的表现型，

但从那时也细胞就开始逐步丧失增殖能力 ， 并

一定会达到终末剧。走向细胞丧失增殖能力和

表达出终末期的表现型这两个过程是相关连和

一致的。

半固体培养基上的混合型集蓓的形成似乎

颇为典解。因为挝合型集落中似乎含有已丧失

增殖能力的终末期细胞 ， 又含有未到达终末期

的尚具有一定增7..~能力的细胞 ， 而已定向的终

未细胞是不可逆转的。我们认为有以下两种可

能性可以解释混合型集落的形成: 一是可能定

向细胞在分裂而形成集蓓的过程中 ， 其子代的

分化不均一 ，某些子代细胞已达到终末期 ，表现

出联苯胶阳性的终末表现型，而另一些子代细

胞尚未达到终末期，呈献苯胶阴性反应c 第二

种可能是细胞在受到诱导剂充分作用后，细胞

尚未定向之时被接种于半固体培养基， 经过一

次分裂后，一个子代细胞变成了"定向"细胞 ，

再分裂有限次数达到终末期并构成了集落中的

联苯胶反应阳性细胞; 另一个"未忘 I句"细胞的

子代构成集落中的联苯胶反应阴性部分。 实验

中对混合型集蓓的观察和1分析结果与后一种可

能性更为符合 。
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胚胎融 合制备四亲体小 鼠

杨 翰 仪

( 白求忠民科大学}

用两个不同基因型小鼠胚胎在其 8 细胞阶

段进行休外胚胎融合。 待融合的胚胎发育到囊

脏、期时，将其移植于另一种假孕雌鼠子宫腔内。

约 1 7 天后发育成熟分娩得四亲体小鼠 (Tetra

parentaI mouse ) 。这种小鼠各组织和器官都含

有两种来源的细胞群体。

四亲体小鼠jt由两种纯种小鼠胚胎融合而

成。因而是研究胚胎发育 、 遗传、 免疫机制及

老年医学等方面有特殊价值的动物模型。本文

将介绍胚胎融合jfjlJ备四亲体小鼠的方法。

材料与方法(1， 2 ]

1. 旺险的 收 集 C 57 BLj6 J(黑毛 ， H一

2 b ) 及 AjJ ( 白毛 ， H-zi) )成年雌鼠 f腹腔内注射

5 iu 孕马 JÚl. Y古 ( PMS ， Organo n ) , 4 8 小 时后 ，

注射溶于生理盐水的 人绒毛膜促性激素

(HCG)5 iu 。 注射 HCG 当晚将雌鼠分别与同种

雄鼠合笼。次日上午 10 时前取出雌鼠检查 ，有

白 色阴栓者， 取出饲养备用。

在发现阴栓两天后 ，颈椎骨脱位杀死雌鼠 ，

剖腹取出连有输卵管的上半段子宫， 放入盛有

Whitten-Bigger 液 ( 以下简称 W-B 液)的小培

养皿中 。 在解剖镜下 ，将连接盛有 W-B 液的注

射器的 30 号针头(针尖磨钝) ，插入输卵管开口

处，以约 0.2 ml 的 W-B 液撞洗输卵管及子宫。

同时可见子宫切口处有白色汩讪掖 ~~: H。在流
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